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寄 稿
雌マウス生殖器官におけるRunx3の役割
土家 由起子 ･佐久間 敦子 ･竹内 栄 ･高橋 純夫
岡山大学大学院自然科学研究科生体統御学グループ
はじめに
Runx3(Run上domaintranscriptionfactor3)はRunx
ファミリーに属する転写因子で,Runtドメインを持
つ αサブユニットと/9サブユニットから成るヘテロ
二量体である (1)｡その機能は多岐にわたっており,
胃癌抑制 (2),T細胞分化 (3),神経発生 (4)など
が報告されてきた｡Runx3は,smad3/4と共役し,TGF-
βシグナル伝達経路で機能することが明らかとなっ
ており (5),広範な器官での機能が予測される｡
我々は,JhfLr3を欠損した (RufLX3~/I)マウスの雌は
不妊になることを発見した (6)｡しかし,雌生殖器
官におけるRunx3の機能は解明されておらず,不妊
の原因はわかっていない｡そこで,本研究では,千
宮および卵巣におけるRunx3の役割を解明すること
を目的とした｡実験にはRu'Lr3~/マ ウスを用い,生殖
器官の形態学的解析を行なった｡次いで,RuTLr3欠
損が卵胞形成に及ぼす効果を調べた｡さらに,RutLX･3
欠損が子宮内膜の性ステロイドホルモン依存的な細
胞増殖に及ぼす効果を調べた｡
材料と方法
実験動物
BALB/C系統の野生型マウスおよびRuJu3-/-マウス
(2)を使用した.RufLr3J/-マウスは,RufLr3'/マ ウス同
士のかけ合わせによって得た｡ 遺伝子型判定は
Yamamotoela/.(2006)の方法に従って行った｡ゲノ
ム DNA を鋳型として,次のプライマーセットを用
いて MoITaqDNA po)ymerase(MoJzym,Bermen,
Gemany)によって増幅した｡1)5'-GACTGTGCA
TGCACCm CACCAA-3',2)5'-ATGAAACGC
CGAGrIllAACGCCArcA-3',3)5'-TAGGGCTCA
GTAGCACrrACGTCG-3'｡PCR反応は,95℃で5
分の熱変成の後,95℃ 35秒,58℃ 30秒,72℃ 45
秒の反応を12サイクル行った｡次いで,95℃ 35秒,
64℃ 45秒,72℃ 45秒の反応を25サイクル行った｡
最後に,72℃で 10分の伸長反応を行った｡170bp
のバンドは野生型アリルから増幅された産物である｡
550bpのバンドは変異型アリルから増幅された産物
である｡
RT-PCRによるRufLr3mRNA発現の解析
マウス組織か ら,TRkoIReagent(Tnvitrogen,
CaTbad,CA)を周いてRNAを抽出した｡このRNA
を,オl)ゴ dT プライマーを用いて ThermoScript
RTIPCRSystem(lnvitrogen)により逆転写した｡得
られたcDNAを鋳型とし,次のプライマーを用いて
MoITaqDNApolymerase(Molzym )によって増幅し
た｡5'-ACTGGCGCTGCAACAAGACGCT3',
5'-GTCTGGGCCTGGCTGCTGAAGTl3'(439bp)｡
DNA変成は94℃,DNA合成は,Rp/8は60℃,24
サイクル,Runx3は65℃ 35サイクルで行った｡
生殖器官の組織学的解析
組織摘出後すぐにブアン氏液中で固定し,腕水後,
パラフィン中に包埋した｡5pmの連続切片を作製し,
ヘマ トキシリンおよびエオシンで染色後,卵胞数を
数えた｡
b7Situhvbridization法によるRufLr3mRNA発現の解析
マウスRufLr3mRNA(3891bp)の塩基配列 1769-
2071(303bp)を標的としたRNAプローブ (プロ
ーブ1とする )および塩基配列 1245-2304(100
bp)を標的としたRNAプローブ (プローブ2とす
る )を作製した｡プローブはともにDigoxigenin標
識した｡
8過齢の野生型マウスの卵巣,子宮を摘出し,
Tissue-Teck0.C.T.Compound(Sakurafinetek,東京)
中で新鮮凍結し,10叩1の切片を作製した｡それぞ
れの切片を 4%パラフォルムアルデヒド/0.olM
PBS(pH7.6)によって固定し,proteinaseKで処理
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した､卵巣切片にはプローブ lを,子宮切片にはプ
ローブ2を一晩ハイブリダイズさせたo続いて,ア
ルカリホスファターゼ標識 した抗 DIC 抗体 ;
Anti-Digoxigenin-AP,Fabnagments(Roche,Mannhein,
Germany)を一晩反応させ,NBT/BCTPを基節とし
て発色反応を行ったo
卵巣摘出とホルモン処理
7週齢雌マウスの卵巣を摘出した｡1週間後,l)),
2日目にゴマ油 (0.lm】)を投与し,3日日にエスト
ラジオールI17β (E2,250ng,Sigma-Aldrich,St.Louis,
MO)を投与した｡2)1,2,3日日にプロゲステロン
(P4.Jmg,Slgnla-Aldnch)を投与した｡3)I,2日目に
P4(250ng)を,3日｢｣にE2(250ng)とp4(1mg)
を同時投与した｡
DNA合成細胞の検出
最後のホルモン処理からlo時間後にBrdUを投与
し,2時間後に組織を稲出してブアン氏液で固定し
た｡パラフィン包埋の組織切片を作製し,BrdUusing
Cel)proHrerationkit(Amersham,Buckinghamshire,
UK)によって免疫組織化学的にBrdU標識細胞を検
出した｡
統計処理
データは平均値と標準誤差で表し,2許間の有意
差の検定にはStudentの/検定を用いた∩
結 果
雌マウス生殖器官におけるF7unx3mRNA発現の解
柄
8過齢の雌マウスの生殖器官における RurLr3
mRNA の発現を RT-PCR により調べた (Egl日 ｡
Ru仙.?nlRNAは,卵巣と子宮で発現していたo
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10ll121314
RpL8 - --~1--
回lマウス器官におけるRLJLdmRNAの発現oI,視床下部;
2.下垂体かJ'柴;3,lL帝体中.後葉;4,柿;5心臓;6,食道;7.
冒;8,肝臓',9,小腸;10,大腸;日,腎臓;12,副腎',L3,卵巣;14.
子宮｡
雌マウス生殖器官におけるF7unx3mRNA発現細胞
の同定
8週齢のマウスの卵巣および子宮における JhuLr3
mRNA発現細胞を,hsiEuhybridization法によって検
出した (図2).RLuu3mRNAは,卵巣では期粒膜
細胞に.子宮では子宮内膜上皮細胞,腺上皮細胞,
間質細胞で発現 していた (矢印)0
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図2 雌マウスの生殖器′副二おけるIhuu･3mRNA発現細胞O
(A,B);卵巣,(C,D) ;T･言｡(A,C):7ンチセンス7ロ
ープを使札 (B,D);センスプロー ブを使用｡Bart3CX)/Lm｡
F7unx3Iマ ウス卵巣の形態学的解析
8過齢のRunr3+マウスの卵巣は,野牛平生マウスと
比較して萎縮しており,黄体がなかった (凶 3)0
また,卵胞数を比較したところ,RunJ3J~マウスの卵
巣では,一次卵胞,二次卵胞,胞状卵胞の数が有意
に減少していた. ･方,閉鎖卵胞の数は有意に増加
していた (図4)∩
図3 Ru'Ld欠損による卵巣の形態学的変化｡ (A)',野生雅
マウス, (B)-,RulLJ/-マウス｡CLは黄体を′lミす｡Bar=100
/川lo
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図 4 1才〟,L3欠損による卵胞数の変化｡Ru'Lr31/-マウスでは,
一次卵胞,二次卵胞,胞状卵胞が減少していた｡閉鎖卵胞は
増加していた｡*p<005.**P<001:野生型と比較して有音
の差O(sakumaeIaI,208(e')より改変)
F7unxS/7 ウス子宮内膜細胞の DNA合成における
性ステロイ ドホルモンの効果
Runx3~/マ ウスの子宮は,野生型と比較 して萎縮 し
ており,子宮内膜間質細胞が未発達である｡また,
子宮腺が少ない (図5)｡そこで,卵巣摘出マウス
にE2(250ng)とp4(1mg)を投与した｡引き続き
BrdUを投与 し,BrdU標識細胞の検出によってDNA
合成細胞数の変化を調べた (図 6)｡子宮内膜上皮
細胞および腺上皮細胞では,E2による細胞増殖が有
意に低下していた｡
i
図5 REJ′7Ll欠損による子宮の形態学的変化O (A) ;野生巧■J
マウス, (B);RurLJ/~マウスo Bar=l0/jmo
考 察
RLJ′Lr3mRNAはマウスの様々な組織に発現 しており,
生体Ij'Jで広 く機能しているoRunJ3mRNAは子宮,
卵巣でも発現 しており,RunLr31/-マウスは不妊になる
ことから,Runx3は雌生殖系で篭要な機能を有する
ことが示唆 された｡
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図 6 1hJLrj欠損による,件ステロイドホルモン依存性の子
宮内膜細胞増殖への効果｡a,コントU-ルマウスと比較して
有意の差._I(P<001);b,E2処裡マウスと比較して有.資の差
(P<00Ⅰ);C,P4処理マウスと比較して有意の差 (p<on】)〔
(Sakumaelnl,2CO8(6)より改変)
jhnx.T/-マウスの卵巣を形態学的に解析 したとこ
ら,卵胞形成異常を起こしており,黄体がなく,撫
排卵であることがわかった｡このことから,Runx3
は卵胞形成および排卵過程で重要な役割を担うこと
が′｣く唆された｡
卵巣における卵胞形成は,生殖腺刺激ホルモン,
卵胞刺激ホルモン (FSH),黄体形成ホルモン
(LH)によって制御されている｡Ji〟〃Jj-/マ ウスに過
排卵処理をしたところ,排卵および黄体形成が起き,
Runx3イ~マウスは排卵能と黄体形成能を持つことが
わかった (6)｡加えて,視床下部,下垂体で Runx3
mRNAが発現 していたことから,尺〟nx3~′~マウスの蟹
排卵の原因は,視床下部一下垂体系の機能異常にある
ことが示唆された｡
RurLr3+マウスの子宮は萎縮している｡子宮内膜細
胞は未発達であり,腺上皮細胞が少ない｡E2は,千
宮内膜上皮細胞の増殖を促進する (7)｡そこで,卵
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巣摘出したRu'W3~′マ ウスにE2を投与したところ,
子宮内膜上皮細胞と腺上皮細胞の細胞増殖が起こら
なかった｡これより,RufLr3-/-マウスの子宮内膜上皮
細胞は,E2への応答性が低いことが示唆された｡
Runx3-/-7ウスは黄体がないため,p4レベルが低下
していることが考えられる｡E2とp4は,ともに作
用すると子宮内膜間質細胞の増殖を促進する (8)｡
そこで,卵巣摘出したRutu3-/-マウスにE2とp4を
同時投与したところ,子宮内膜間質細胞での細胞増
殖が正常に起きた｡
以上より,Ruar3イマ ウスの子宮が萎縮している原
因として,上皮細胞での E2依存性細胞増殖が低下
していること,黄体無形成による p4レベルの低下
が示唆された｡
子宮内膜上皮細胞の E2依存性細胞増殖は,間質
細胞で産生される成長因子が仲介している (9,10)｡
この成長因子として,IGF-1や,EGFファミリーに
属する成長因子が考えられている (10,ll,12)｡
Runx3-/~マウスでは,これらの成長因子の発現量やシ
グナル伝達経路に異常が起きている可能性が考えら
れる｡
要 約
Runx3(Runtdomaintranscriptionfactor3)はRunx
ファミリーに属する転写因子で雌マウスにおいて
RuTLr3mRNAは,卵巣や子宮に発現していた｡雌の
Ru7u31/マ ウスは不妊であった｡RufLr3Jマ ウスは卵胞
形成異常を起こしており,無排卵であった｡一方で,
排卵能および黄体形成能は有していた｡以上より,
Runx3は卵胞形成および排卵制御に関与しているこ
とを明らかにした｡
Runx3~/マ ウスの子宮は萎縮している｡子宮内膜上
皮細胞では,E2依存性の細胞増殖が起こらなかった｡
しかし,子宮内膜間質細胞では,E2,P4存在下で正
常に細胞増殖が起きた｡ 以上より,Runx3はE2に
よる子宮の細胞増殖に関与していることを明らかに
した｡
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